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1 : 

1 rn vn^!^ i^^^^j^v^r ^° ^^"^ sequences which code for proteins with laccase activity, comprising one of the DNA sequences ^SEQ ' 

I ^ i^^-^- ^EQ ID NO:2). The invenuon also relates to the expre.ssion of these DNA sequences, thermopile laccases coded bv said : 

I DNA sequences and thetr use for delign.fying cellulose, depoiymenzing high-molecular aggregates, de-mking waste paper polvmerisina ' 

I aromatic compounds m waste liquids, especially waste liquids from cellulose bleaching, oxid^ismg colorants and activating colorants to 

I produce pigments, and their use m organic synthesis in coupling reactions of aromatic compounds or the oxidation of aromatic side chains. 

(57) Zusammenfassung 

Qcn die fur Proteine mit Laccase-Aktivitat kodieren und eine dcr DNS-Sequenzen (SEQ ID NO" 1 

r Erfindung betrifft femer die Expression dieser DNS-Sequenzen, die durch die DNS-Sequenzen kodiene 

therTnoph.len Laccasen sowie deren Ver^vendung fur die Delignifizierung von Zellstoff. die Dcpolymerisierung hochmolckularer Aggregate, 
de 7.^^^J^^^^^ Polymensiemng aromatischer Verbindungen in Abwassem, vor allem von ligninhaltigen Abwassem aus 

SLSI^^^^^^ die Oxidation von Farbstoffen. bzw. die Aktiviening von Farbstoffen zur Pigmentbildung. die Ver^vendung in der 
organischen Synthesc bei Kopplungsreaknonen von aromatischen Verbindungen oder dcr Oxidation aromatischer Seitenketten 
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DNS-Sequenzen, Expression dieser DNS-Sequenzen, durch die DNS- 
Sequenzen kodierte thermophile Laccasen sowie deren Verwendung 

Die Erfindung betrifft DNS-Sequenzen, die fiir Prcreine mic 
Laccase-Akt ivitat kodieren, die Expression dieser DNS-Sequen- 
zen, die durch die DNS-Sequenzen kodierten thermophilen Lacca- 
sen sov.-ie deren Verv;endung . 

Eine En2\Tnklasse , dz.e fur mduscrielle Anwendungen von groll^en^ 
Interesse rs-tr'/j*- isz die Enzymki3sse der- Laccasen ip<-Hydroxyphe- 
ncloxidase, EC I.IC.3.2,:. Laccasen gehoren zur Frotemf ami le 
der sogenannzen "clauen Kupf erprozeme " und enzhaiten in der 
Recel vier Kupf ericnen, die m drei, Typ 1 bis Typ 3 bezeich- 
nezen Kuof er zentren angecrdnez smd. Laccasen zeichnen sich 
dadurch aus, daS es sich allgerriein ut. sekretierte Prozeme 
handelz und da-s sie einen Glykosyl i eruncsanzexl von 10 bis 4E 
% des Molekuiaraewicht 3 enthalzen konnen. Laccasen besitzen 
eine sehr breite Substrazspezif itat fur aromazische Verbmdun- 
aen, die sie oxidieren. Die bei dieser Oxidazicn erzeugten 
Elektrcnen werden verwendez um Sauerstoff zu reduzieren. Dabei 
entszehz Wasser. Die Funkzion der Laczasen, die in WeiSfaule- 
cilzen vcrkoT.Tien/ besteht unzer anderem irr, Lignmabbau. Daher 
szammz auch das Inzeresse, Laccasen bei der Pap lerherstellung 
zur Deligniiizierung von Zeliszoff emzusezzen. 

Neben der DepolvT^.erisierung von makromolekularen Verbmdungen 
wie Lignm konnen Laccasen auch die Pol>nnerisierung vor allem 
aromat ischer Verbmdungen katalysieren . Als Beispiel hierfiir 
dient die Ligninbiosynthese in Pflanzen, bei der in Pflanzen 
vorkommende Laccasen bezeiligt sind. Technische Anwendungsmog- 
iichkeicen fiir Laccasen ergeben sich daher auch allgemein bei 
Polymerisierungsreakt ionen aller Art, z.B. bei der Abwasserbe- 
handlung. Die Verwendung von Laccasen ist auch in der organi- 
schen cherrdschen Synthese bekannt, z.B. bei Kopplungsreakcio- 
nen oder der Seitenketcenoxidation von Aromaten. Fiir viele 
dieser potenzielien Anwendungen isc es jedoch von Nachteil, 
daS die meisten bekannten Laccasen mesophil sind, d. h. sie 
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ces.rzer. em r.ieariges .er.perarurcct ir.ur. una erne regrer.zte 
IS"/ da:l sie kcs^er.gur.szig r.eraestellt v;erden kcnnen. Zies ist 

sionssysreTie -rair creizer Ar.'A'endung siti-c Zel-lr:u-lcu:^^\'5r eT.e sc - 



v\ _ — 



-.n v'j^w^r'c.. .J*-:?^ v.'ercen rur.i ^accasegene aus zerr, ri^ar.enzosen 
?il2 der Unrerklasse der Basidicmycecen , ?cl\'pcrus cmsirus, 
beschrieben. Sir.es dieser Laccaseaer.e ''LCCl'; v/urde als rekcm.- 

dieses Znzyms '.vurden r.icht v/eirer unzersuchr, die beschriebe: 
Verwer.dung der LCCl Laccase fur Zwecke der Haarfarcur.q la:3t 
darauf schlieilen, da:l dieses Enzyrri emer. rr:escohilen Zharakze: 



i-'ie ners::e ^ung emer reKcocmancen Laccase rr.iz themcchileri 
2 5 Zrgenschaf ter. aus derr. f ilamenccsen Pilz der Unterklasse der 
Deuteromyceten, Scytalidiurr. thermophilum wird m WO 95/33 337 
beschrreben. Vcn diesen Enzy-rc ist nicht bekanne , ob es sich 
fur die Zellstcf f bleiche eignet. 

30 Es wurde noch kein Verfahren fur die Herstellung als rekcmbi- 
nantes Protein eir.er chermophilen Laccase aus einem filamenco- 
sen Pilz aus der Unterklasse der Basidiomyceten beschrieben. 

In derr. CA: .AN 96-203142 werden verschiedene Charakteristika 
35 einer thermophilen Laccase offenbart. DNS oder Proceinsequenz 
dieses Proteins sind nicht genannt . 
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Die Erfindung betriff^ eine DNS-Sequenz, die fur ein Proceir. 
rriit Laccaseak-ivitat: kcdierc, dadurch gekennzeichnet , daS sie 
die DNS-Sequenz SEQ ID NO : 1 ab Position 76 bis einschlie:6lich 
Position 1572 oder SEQ ID NO : 2 ab Position 76 bis einschlieJl- 
5 lich Position 1572 oder eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzho- 
mologie grower als SO % zu den cenannten DNS-Sequenzen 
urrif asst . 



SEQ ID NO : 1 
75 die DNS 
tion des ?r- 
beliebi^e a 



una xU 
;equenz kodierend fur 
>c*-ains wieder. Diese 
Signal sequenzen 



< C T^O 



)n Position 1 ois Posiiion 
die Signalsequenz zur Sekre- 
Signalsequenz .laSt^sioh gegen 
zur Proteinsekret ion 



15 Die erf mdungsgemaile DNS-Sequenz laSt sich beispielsv/eise 

duroh ?:lonierunG aus derc. Basidior.yzetensta™ Trar.etes versico- 
lor TV-1 'hmterleaz bei der DSMZ Deutschen Sarrirruung von Mi- 
kroorgan^STT^en ^nd Zellkulouren DrnbH, D- 33124 Braunschweig un- 
ter der Nurr.r.er DSM 11523) erhaiten. Dazu wird mittels an sioh 

2 0 bekannter Xethoden eine Genbank von Trar.etes versicolor TV-1 
erstellt. Es kann sich dabei ut. eine oDNS- oder ur^. eine ceno- 
mische G-eribar^ handeln. 



Zu"^ Isolieruna der erf indunasaemafsen DNS-Sequenz m der Gen- 
25 bank werden DNS-Sonden verwendet, die laccasespezif ische DNS- 
Seauenzen enthalten. Solche DNS-Sonden iassen sich beispiels- 
weise mitteis PCR-Reaktion unter Verwendung von DNS-Primern 
aus genoniischer DNS von Trametes versicolor TV-1 gewinnen. 

3 0 Als Primer werden degenerierte DNS Abschnitte einer Lange von 
vorzugsweise 14 bis 27 bp verwendet, deren Sequenz durch Se- 
quenzvercleich bekannter Laccasegene festgelegt wird. 

Die als Primer geeigneten DNS -Abschnitte erhalt man vorzugs- 
35 weise durch Oligonukleotidsynthese der festgelegten DNS- 
Abschnitte . 
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bei derr. Expressionsvekrcr urr. em auronom repl izierendes DNS- 
25 Kcnscrukt nandeln, das nicht: ir. das Wirtsgenoir. mtegrierr, wie 
Z.5. ein Plasrr.id, eir. arti f iziel les ChrorrosoTi oder em ver- 
gleichbares extirachromcsomales genetisches Element . 



Sin geeigneter Expressionsvektcr soilte vorzugsweise folgende 
3C qeneLische Elemente enthalren: 

Emen Prcmotcr, der die Expression des Laccasegens m den 
Wirtsorganismus vermittelt. Es scllte sich dabei vor2ugsv;eise 
urr. einen srarken Prorrocor handeln, damit eine hohe Expressi- 
3 5 onsleisrung gewahrleisnec werden kann . Der Promoter isz vor- 
zugsweise funktionell ir.it de^. 5 ' -Ende des Laccasegens 
verknupf t . 
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Vcrzugsv/eise geeignete Prorr.otoren sind ausgewahlt aus der 
Gruppe tac- Promoter , Sub 1 is in- Promoter , GAL- Promoter , TAKA- 
Amylase -Promoter, Pelyhedrin- Promoter, Glucoamylase - Prom.otor , 
gapDH- Promoter und Alkohoiexidase Promoter. 

Vorzugsweise eignec sieh der tac - Promoter fur die Express lon 
in E. coll, der Subt iiis m- Prcmct zr fur die Expression m 
Bacillus, der GAL-Promcter fur die Expression m der Here Sac- 
rnaromyces cerevisiae, der TArlA-Amyl ase - Promo tc^r fur die Ex- 
pression in Aspergillus niger, der Polyhedrm- Prom.ot or fur die 
Expression. :Lnj^aculovirus - inf i zierten..,lnsekten2ellen, der 
Glueoamylase-PremotC'r aus Aspergillus niger oder der A.lkoho- 
1 ::xidase- Promoter aus der Hefe Pichia pastoris. 

Insbesondere eignen sieh der Gluceamylase-Promotor aus Asper- 
gillus niger oder der Alkohoiexidase - Prem.otor aus der Hefe 
Pichia pastoris fur die Expression der er f mdungsgemaSen 
ehermephilen laeeasen . 

Earner sell ten voreugsv;e ise fur den Wirt sorgani smus passende 
Signale fur die Transkript lenstermmat ion und in Eukar\'enten 
zusatzlich Signale fiir die Polyadenyl lerung in dem, Expres- 
siensveKzer enthalten und funktienell m.it dem 3 ' -Ende des Lae- 
easegens verknupft sein. 

Vcrzugsweise soil das exprimuerte Protein dureh den Wirtsorga- 
nismus m das Anzuchtsm.edium sekretiert v;erden. Die Sekretien 
aus demi Wirtsorganismus wird durch eine N-terminale Signalse- 
quenz vermittelt. Bei der Signalsequenz handelt es sieh urn die 
naturliehe im Laccasegen enthaltene Signalsequenz oder urn eine 
heterologe Signalsequenz ; deren kodierende DNS im Expressions - 
vektor funktionell mat dem 5 '-Ende des Laccasegens verknupft 
ist . 

Bevorzugt sind die Signalsequenzen folgender sekretierter Pro- 
teine : alpha-Cyclodextrin-Glucosyl transferase aus Klebsiella 
oxytoca, Subtilisin aus Bacillus subtilis, alpha-Faktor aus 
Saccharomyces cerevisiae, saure Phosphatase aus Pichia 
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Des weiteren enthalr der Expressionsvektor vcrzugsv/eise das 
Gen fur emen Selek-ionsrriarker . Die durch das Gen kcdierten 
SelektionsiTLarker konnen dem Wirt sorganismus entweder Resistenz 
gegen em Ant ibiot ikurr. verleihen oder einen Defekt im Wircsor- 
ganismus korfiplementieren . 

Bevorzugte Selekt icnsmarker smd Gene, die Resistenz gegen An- 
tibiotika wie Arr.piciliin, Kanamycm, Chlorampheniccl , Te^razy- 
clm, Hygromycm, Zeocm oder Bialaphos verleihen. Als Selek- 
ticnsmarker fur die Korplen-ient azizn von WachstuTTiSdef ekten sind 
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Gene wie amdS, pyrG, trpZ, His4, r.iaD, argB, oder hygB 
bevcrzugt . 

Insbescncere eignen sich als Selekt icnsmarker das arr.dS und da 
pyrG Gen sowie das Kis4 Ger. und das Resistenzgen fOr das Anti 
biocikum Zeocin. 

Das Seiekt lonsmarkergen -vann dabei zusan^men rrr^z der: Laccasege 
in eineri rNS-Molekiii enthairen sem oder beide Gene konnen ge 
trenn:: in verschiedenen DNS -Mclekulen enthalten sein. Ir. lecz 
neren Fall-wi]&d der Wirt soraanisrr.us rr.it beiLden DNS-Mclekulen 
ge-neinsa- cDtransf crrr-ier*: . 

Z'ie Erfmdung becriff" scrr.ir auch Express i ens vektoren die er- 
f indungsgemaise DNS - Secruenzen enchalten. 

Ais Mikrocrganisrn.en zur Expression der erf indungsgemaSen Ex- 
"C r e s s i ons'.'e k~ c r e n ei^nen sicn '.'or z'j.crsv.'eise ^o''c'f^^ ^;=,i'-*- £=>-v--! <=. 
Ursprungs wie E. coli oder Bacillus subzilis, Mikrocrgani smen 
eukaryontiischen Ursprungs v;ie Hefen der Gaztung Saccharorryces 
cder Pichia, oder aber f ilarriencose Pilze der Gatnung Aspergil 
lus, Tr ichcderrr.a , Neurcspora oder Schyzophillum cder eukaryon 
trische Zellrculcuren wie z. B. mir Baculoviren infizierze 
I nsekz enze 1 len . 

Insbesondere eignen sich filamentose Filze der Gazcung Asoer- 
giilus wie Aspergillus niger oder Aspergillus awamori oder He 
fen wie Saccharomyces cerevisiae oder Pichia pastoris. 

Die Proceine, die durch die erf IndungsgemaEe DNS kodiert war- 
den haben folgende biochemischen Eigenschaf ten : 

Die Proteme besitzen die enzymat ische Aktivitat von Laccasen 
Das pH-Opzimum der Enzymakt ivitat liegt im sauren Bereich und 
ist rr.axirral bei pH 2.0, mit halbmaximaler Enzymakt ivitat bei 
pH 4.0. 

Die Enzyrr.stabilicat: bei 45°C und einem pH von 4.5 bis 6.0 be- 
zragt bis zu einer Zeitdauer von 2 h 100 %. 
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( w ^ ::r t:; 



rrwenaunc ernes aer vorsce- 



Die crimauna becrifft some auch Mikrooraam sTien , die erfm- 
:5 duncsge-aSe D^:S -Sequenzen oder er f indungsgeTiaSe Express ions - 
vekc cren entz, na 1 tz en 



Bescnders bevGrzugt werden KorrJoinat lonen von Mikroorganismen 
una Express! onssystemen verwender, die auch die Sekrecion des 
30 Proteins aus dem Mikroorganisrr^us ermdglichen. Beispiele fur 
seiche bevorzugten Korabinationen sind: 

Die Verwendung des Glucoarr.ylase Promoters zur Expression der 
erf indungsgeTiaf^en DNS - Sequenzen m Aspergillus niger oder As- 
35 percillus awamori . Als Sekret ionss ignal m dieseTi Expressions- 
system dient vcrzugsweise die Signalsequenz der chermophilen 
Laccase selbs*.: oder der Glucoamylaseanteil des Glucoamylase - 
La cease - Fusionspro terns . 
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ITie Verwendung des Alkohoicxidasepromonors zur Expression der 
erf mdungsgemaSen DNS Sequenzen m Fichia pascoris. Als Sekre- 
tionssignal in diesem Expressionssystiem dien*: vcrzugsweise die 
5 S ignal seauenz der therTophilen Laccase selbst oder die Sianal- 
sequenz des alpha-Faktcrs aus Saccharomyces cerevisiae oder 
aber die Signalsequenz der sauren Phcsphazase aus richia pa- 
storis . 

IC Die erf mdungsgeriafSen PrOweme eignen sich fur alle Anv/endun- 
gen die f ur-^itaccasen bekannt -sind. Insbesondere e_^gnen sie 
sich fur die Del igni f izierung von Zellscoff bzw. die Depclynne- 
r 1 s 1 e r u n g v z n h o c hmo 1 e ku 1 a r e n Ag g r e g a r e n . W e i c e r e Ve r v;e n d u n q 
fmden Laooasen beirr* Deinkmg von Aitoaoier, der Polvrr.erisie- 

15 rung von aror.aciscnen Verbmdungen bei der Abwasserreinig^ng , 
nier vor allem von 1 igninhalr igen Abv;assern aus der Zellscoff- 
bleione oder m einer erweitiertien Anwenduno bei der Dn'^cri f tunc 
von verseuchten Boden. Weir ere Emsatzcebieie bet re f fen die 
C'xidation von Farbstoffen bzv;. die Ak-ivierung von Farbsziffen 

20 duroh Reakrion nriit Vo:rs::uf enkorrponencen uncer Pigmen.bildung . 
Einsazzgebiete in der organisohen Synthese urr.fassen :<oppl_ngs- 
reaktionen von arornat ischen Veri: mdungen oder die Suosticuen- 
L enoxidac ion von Arorr-aien, nier z. 5. die Cxidaticn von Ben- 
zyl alkonol en zu den entspre rhenden Aldehvden unz6r Verrp.eiduno 

2 5 der weiteren Oxidation zur Carbonsaure . Bei den o. g. Verwen- 

dungen kann die Laocase fur sich allem genommen m die enz~ 
sprechenden Reaktionen eingesetzt warden oder aber auch duroh 
P'.ombination mit einem reakt ionsverstarkenden Mediator. Bei- 
spiele fur solche Mediatoren sind ABTS oder 

3 0 N-Kydroxybenzotriazol . 

Die Erfindung betrifft somit auch die Verwendung eines erfin- 
dungsgemalSen Proteins fur die Delignif izierung von Zellstoff , 
die Depolymerisierung hochmolekularer Aggregate, das Deinking 
35 von Altpapier, die Polymerisierung aromatischer Verbindungen 
m Abwassern, vor allem von ligninhalt igen Abwassern aus der 
Zellstof fbleiche , die Oxidation von Farbstoffen, bzw. die Ak- 
tivierung von Farbstoffen zur Pigmentbildung , die Verwendung 
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" 1 r.dur. :ner. od€ 
? ^ 1 Z s n ^ c w £ n 

:;a:3er. Laccaseprcieme fur sich alleir. ger.or.-en oder aber : 
Corrimaiion t.h emerr. reakt icnsversrar";cenden Xedia^cr aus: 



rukrur des DNS-Vekccrs cAiClac25 
:u>cur des IjNS-Vekcors cl5 12. 



rig. ^ zeig:: aie ^^ruKTiur aes 
gerr.a:len Laccase vot. cH . 

r ic . / zeigc cie AC'riangigrceit ::::er AKtivi:iati einer eninaur.c = 
getT^aSen Laccase von der TemDerarur. 

Fig. S zeigc die Terr.peracurstabilicat der erf indungsgema:len 
Laccase . 



Die folgenden Beispiele dienen der weireren Erlauterung der 
3C Erfindung. Die m den Beispielen verwendeten Standardmethode 
zur Behandlung von DNS oder RNS , wie die Behandlung t?Sz Re- 
strikcionsendonukleasen, DNS PolyiDerasen, Reverser Transkrip 
tase etc. sowie die Scandardverf ahren wie Transformation von 
Bakterien, Southern und Northern Analyse, DNS-Sequenzierung, 
35 radioaktive Markierung, Screening und PCR-Technologie v/urden 
wenn nicht anders angegeben, durchgefuhrt wie vona Hersceller 
der verwendeten Kits err.pfohlen oder, wenn keine 
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Hersce 1 leranl e iLung vo rhar.de n war, entsprechend de^i a us den 
Scandardlehrbuchern bekannren Scand der Technik. 

1 . Beispiei : 

Herstelluna einer cDNS-Sank aus Trametes versicolor TV-1 

Es wurde der Scamm Trameces versicolor TV-l verwender . Mycel 
von Trametes versicolor V;urde zuers:: durch Anzuchc fur ^ Tace 
bei 28-C auf Mai zagarplatcen '2 % Malz Excrakt, 0,3 % Pepcon 
aus Soi abonnenmehl , 1,5 % Agar-Agar, p?: 5,0) gewonne:.. Vcr. den 
Malzagarplatc-asi wurden drei St-ucke ausgestanzt. und^ dar.it IZZ 
rl steriles Malzexcrak- Mediun: '3 % Malz Extrakc, 0,3 % Pepton 
aus 5o~ abcnnenrr.ehl , pri 5,0; m 530 t.1 Er lenmeyerkolben ange- 
impfo. Die Kultur wurde unter Schutteln bei ICO rpm fur Tage 
b*^" 2£^C i'^kub'^^''^^ 0''e auf diese Weise hercrescellze M'v" c e i s u s ~ 
pension ivurde uber eine Porzel lannut sche abgesaugt, rr.ic 0,? % 
Saline gewaschen und das Mycel m flussigem Stickstcff gefro- 
ren und n:it Morser und Pistill zerklemert. RNS wurde mc ei- 
nem Pl^'easy-Kit (Qiagen) isoliert. Eie Ausbeuze aus 200 r.c My- 
cel betruc 100 ug P^'S . 

6 00 uQ RNS v;urden verwendet , urn rRNS zu isolieren. Dies er- 
folgze durch Chrcr^atographie uber Cligo-dT Sepharose mRNA- 
Isclieruncskiz , Pharmacia'; . Die Ausbeute an mRNS betrug 26 uc . 
7,25 ug der isolierten mRNS wurden zur Synthese von cDNS ver- 
v/endet . Dazu wurde ein cDNS-SynzheseKit der Fa. Strazagene 
verwendez . Die cDNS wurde nach Auftrennung durch Agarose C-ele- 
lektrophcrese fraktioniert in einen GroSenbereich von 0,8 - 
2,1 kb und einen GroSenbereich von 2,1 - 5 kb. Die cDNS beider 
Fraktionen wurde aus der Agarose isoliert (Qiagen Gelextrakti - 
onskit) und zur Kerstellung der cDNS-3ank verwendet . Die cDNS- 
Bank wurde in Lambda -Phagen hergestellt (Stratagene, ZAP Ex- 
press Klonierungssystem) . Von der 0,8 - 2,1 kb Fraktion wurden 
4 X 10^ ?hagen//xg Vektor-DNS erhalten. Von der 2 , 1 - 5 kb 
Fraktion v/urden 1 x 10^ Phagen//ig Vektor-DNS erhalten. Die er- 
haltenen Phagen wurden durch Infektion des E. coli Stammes 
XL-1 Blue MRF' (Stratagene) arr.plif iziert . 
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T , 1 M EZT.~ . r . IE M , ^ , c T.g 'r:",! rTcreir.ase K' uni T , 5 t1 

eir.er IC % ..v;. v Xacriur.lauroylsar ccsir.lcsung verse-zc. :\ach 
15 Inkubaricr: cei EC ^2 fur mndesrens 2 h v;urde das ^emscn r::it: 

0,7 K KaCl verse C-C ur.d 32 rr.ir. bei £5^C mkuciert:. Kach Zu^abe 
vcr. 7 rr.l ernes Chlcrcicrr.- IscaT;\'lalkchclger.isches ,24:1. v/urde 

23 tiOTi ^ecrer.r." . 1-ie v/assn-^e Phase v/urde ent f err.ti "„r,d criroTicsc-- 

fallw. wie gefallte DNS v:urde anschl ie:ser:d dber eine Saule 

Auf diese Weise konnten aus 16 g Kycel 0,5 mg chrcmosoTial e DNS 

2 5 isclierr verden. 

Zur Hersrellung der chromosomalen Genbank v/urden. 90 fig chrome- 
somale DNS von Trametes versicolor TV-1 vollstandig rr.it Eco RI 
geschmtten una durch Agarose Gelelekt rophorese auf getrennt . 

3 0 Die chromosomalen DNS-?ragmente wurden im GroSenbereich von 2 

- 4 kb und von 4 kb - 10 kb isoliert und jewel Is in Lamb>da- 
Phagen klcniert (Srracagene, ZAP Express Klonierungssystem) . 
Vcn der 2 - 4 kb DNS-Frakticn wurden 1 x 10^ Phagen//ig Vektor- 
DNS und von der 4 - 10 kb DNS-Fraktion wurden 5.4 x ic"^ ?ha- 
35 gen/;ig Vekror-DNS erhalten. Die Phagen wurden durch Infekcion 
des E. cell Scammes XL-1 Blue MRF ' ampl if i ziert . 
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3 . Beispiel 

Herstelluna einer Laccase-spezif ischen DNS-Sonde aus genomi- 
scher DNS von Trar.etes versicolor 

Erne DNS-Sonde zur Isolierung von Laccasegenen wurde durch 
?CR-Amt:lif ikat ion aus T. versicolor gencmischer DNS mit dege 
neriercen Priniern erzeugi . Die cegenerierten Primer wurden ar 
hand ernes Seouenzvergleichs bekanncer Laccasegene kcnsiru- 
lert . Es Vv'urden die Am.mcsauresequenzen der m der EK5L 3en- 
datencank enchalienen Laccasegene von Neurcspora crassa. Cc- 
riolus hirs-ut^-u^ , Phlebia radia-ta, Agar.icus bispcru^ und erne 
nicht naher charakcerisierien f ilamLentosen Filzes aus der Un 
lerkiasse der Easidiomycecen verglichen. Durch den Sequenzve 
cleich kcnnten vier Peccide mic emer Lange von 5 bis 7 Am.i - 
ncsauren identif iziert v;erden, die m alien Laccasen vollstar 
dig konserviert waren. "Jntier Berucksicht igung degeneriercer 
Codons v/urden diese Peptide m DNA zuruck ubersetzt, um dege 
nerierce Primier herzuscel len . Die Primer batten die fclgende 
S e cu e n z e n : 



A : B ' - TGGCAYGGNTTYDTYCA- 3 ' ( SE ID NO : 4 ) 

B: E • -TGDATRTGRCART:^-3 • (SE^ ID NO 

E ' -ATTCAG GGATCC T3GTAYCAYWSNCAY-3 ' (SS;^ ID NC' 

E ' -ATACGAGGATCCRTGNCCRTGNARRTG-3 ' {SEQ ID NO 



Primer C und D enthielcer. am E ' -Ende erne Bam HI Schnittstel 
vunterstrichen) und daran angeschlossen jeweils die entspre- 
chende degenerierte Laccasesequenz . 

Genomische DNS von T. versicolor wurde aus dam Mycel einer 
Schiitcelkclbenkultur isoliert wie im 2. Beispiel beschrieben 
PCR-Amplif ikationen wurden nach dem fiir den Fachmann gelaufi 
gen Stand der Technik durchgef iihrt . In einer ersten PCR-Reak 
tion wurden 20 0 ng chromosomaler T. versicolor DNS in einer 
100 ptl PGR ReakCion eingesetzt, die dariiberhinaus 1,25 U Taq 
Polymerase, 1,2 5 mM MgCl2/ je 0,2 mM der vier dNTPs und je- 
weils 100 pmol der Primer A und B enthielt. Die weiteren 3e- 
dingungen zur spezifischen Amplif ikat ion des gewunschten PGR 
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rase, 1,2 5 r^A Mac:2, :e C,2 -X der vier d^TT?s und leweils ICC 

spezi f iscner. Ar.pl ifi>arior. des gev;ur.scht:en r rod^k^ s v/arer. : 

E -^.m cei 9*4 ''C, gefolgi vcr. Zyklen von C , 5 r.^r. cei 94-1, 1 
Tiin bei 4C = C ur.d 2,5 T.ir. bei 61 =C scv*ie ll Zyklen vcn :,5 rr.in 
bei 94" C, 1 . CTi^j^. cei El^C ur.d 2,5 bs^ "Z^''" v'^d'^^- ^^^^ 

tenen pUClS Ve>tcr klcniert und E. cell tiransf orruierc . Aus der 
Anrucnt r ransf cr^iercer E. cell wurde das Plasr^id iscliert . 
ll^S - Sequenzanalyse vcrri 5'- und 3 ' -Ende bestatiiar e , da:?> es sich 
cei uerri rc_cnierten ZMS - Fragr;eni ut. das Fragment ernes La cease - 



gens nanee — t.e 



vureerei-ung cer ^r.o-:Dcnce lur cas Screening vcn Laccas 
genen wurde das laccase- spezif ische ?CR- Fragmenc durch ^ehan 
lung rr:it 3arr. HI ausgeschni teen , uber Agarose-EleKtreen^^tr^rtr 
isoliert und -iz a- ["^^?] -dAT? radieaktiv markiert ;'"Randeir 
Prinn.ing" Kit, Beenringer Mannheirr.) . Freie Radieakt i vi t at v/urde 
durch Chromategraphie uber Sephadex G2 5 ( PhariTiacia ) abge- 
trenne. Die spezif ische Aktivitat der radioaktiv markierten 
DNS -Sonde betrug 1 x lo"^ cpm/^g DNS. 



4 . Beispiel 

Isolieruna des cDNS-Gens einer Laccase aus Trametes versicolor 
TV-1 

Es wurde die ir^. 1. Beispiel beschriebene cDNS Genbank von Tra- 
rr.etes versicolor TV-1 verwendet . Das Screening nach Laccase 
cDNS-Genen wurde nach dem Stand der Technik durchgef iihrt . In 
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einer ersten Screenmgrunde wurden Zellen vcn E. coli Xl-1 
Blue MRF' auf IC Petrischalen zuerst kulcivierr und dar.n rr.LZ 
50CG0 Phagen der cDNS-3ank :q,3 - 2,1 kb Frakticn, siehe 1. 
3eispiel) pro Petrischale infiziert. Nach Inkubation bei 37°C 
uber Nackt wurden die neu gebildeten Phagen auf Nylcnfilter 
(Stratagene) t ransf eriert . Die Filter wurden dann entsprechend 
den Empf ehluncren des Herscellers nit der radioaktiv r^.arkierten 
Laccase - see z 1 f 1 schen Sonde siehe 3. Beisoiel; nvbridisierc. 
Die Hybridisi erungsreiTiperacur bezrug 45^C m emer: Hybridisie- 
rungsDuffer mit 50% Fcrr.arr.idgenal t . Positive Klcne wurden ge- 
oickt und dur^Lb Wiederhclung des Screer.ingverf ahrens gerei- 
nici . Nach drei F.unden der Veremzelunc v/urden bei derr. Scree - 
nine 2 0 scark h'/bridisierende Pnaoenklcne isclierc, die nach 
emer Vcrschrifc des Herstellers Scratagene; durch "in vivc 
excision" m den p5K CMV Vektor (Stratagene; umkloniert wur- 
den. Analvse der Klone durch Verdau rr.ic Res trikt lonsendo- 
nucleasen und DNS-Sequenzierung ergab, da:l zwei laccasegene 
isclierc wo r den v;aren, die aui DMS-Eoene cast icentiscn war en. 
Die vollstandioe DNS-Sequenzcerung der beiden Kicne ergab, daS 
es sich urn Allele eines Laccasegens handelte, deren Ancnosau- 
resequenz identisch war. Die beiden Laccase cDNS-Gene erhiel- 

PlasT.ide T.it den beiden Laccase cDNS-Genen pLac5.5 und pLacS.f- 
bezeichnet 



5. r^eispiel 

Isolieruno des chror^^osomalen Gens emer Laccase aus TraT.etes 
versicolor TV-1 

Das Screening nach chromosomal en Laccasegenen in der im 2 . 
Beispiel beschriebenen chromosomalen Genbank von Trametes ver- 
sicolor TV-l (2 - 10 kb Fraktion, siehe 2. Beispiel) erfolgte 
analog dem im 4. Beispiel beschriebenen Screening nach cDNS- 
Klonen. Es wurde wiederum die im 3. Beispiel beschriebene , ra- 
dioaktiv markierte Laccase-spezif ische Sonde verwendet . Die 
Kybridisierungstemperatur becrug 45^C in einem Kybridisie- 
rungspuffer mit 50% Formamidgehal t . Bei dem Screening wurden 
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en ' m c^r' C'T".' '/6.<iticr' StLirawS-czjens.' 'j.TTJri" ■'^■t^" ^'^'^ 

r.alyse Resmkticnser-dcr.ucleaser. fuhrre zu derr. 

da:l> alle drei :<lcr.e ider.tiscr. waren und erne Lance '. 
kb hacren. Analyse durch 2\'S-5equenzierunc ergab, da'Z 
drei rllcne der, chrcT.csr-^.alen Gen der Lazcase LacE,£ en: 



: - — w , 
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--..N.^ aer ^raT.etes versico^cr _a cease Lac5 . 5 wurde t?.i.z E:-:nres- 
sicnssignalen funktionell verrinupfz, die spezifisch fur fila- 
mencose Pilze aus der Farr.ilie Aspergillus smd. Folgende 
Genexpressionselenenee aus Aspergillus wurden verv;endet : 
a) Ler Promocor fur das Glucoamylase Gen 'glaA: aus Aspergil- 
lus niger ; J.C. Verdoes, r.J. Pune , J.K. ScnricKx, H.W, van 
Verseveld, A.H. Sccueharr.er und C. A. M.J. J. van den Hcndel 
Transgenic P.esearch 2 1951; , - 32.. . 

Cj Der glaA. Promoter gefolge von emen:'. DNS-Fraanenc , das fur 
die Signalsequenz und em Eruchstuck der reifen Glucoamylase 
.•codiere. Daran angeknupft wurde erne DNS-Sequenz, die fur die 
Spaltstelle der KEX2 -Protease kodiert (M.P. Broekhui j sen , I.E. 
Mateern, R. ConcreraS; J. R. Kinghorn, C. A. M.J. J. van den Kon- 
del (1993), J. Biotechnol. 11, 135-145). 

c) der Transkriptionsterm.inator des trpC Gens aus Aspergillus 
nidulans (E. J. Mullaney, J. E. Hamer, M. M. Yelton und W. E. 
TimlDerlake (1985), Mcl. Gen. Genet. 199 . 37-45). 
Fur die funktionelle Verknupfung der Lac5.5 cDNS mit den As- 

pergillus-Expressionssignalen war es jedoch zuerst notwendig, 
die 5'- und 3 ' -Bereiche des Lac5.5 cDNS Gens zu modif izieren . 



A: Verknucfunc? der Laccase Lac5 . 5 cDXS mit dem glaA. Promotor: 
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Fur die weiLere Bearbeicung v/urde das Lac3.5 cDN5 Gen in den 
Vektcr pUC19 umkloniert . Dazu wurde das Lac5.5 cDNS Gen als 
1,9 kb Eco Rl-Xba I Fragment: aus dem im 1. Beispiei erhalcenen 
p3?: CMV Vektor isoliert una in den mit Eco RI und Xba I verge - 
schnirtenen pUCi9 Vektor subkloniert. Das dabei entstandene 
4.6 kb Flasmid wurde pLac5 genannt . 




jncersrrichen m Primer E ist eine Esp HI 5chnitt:stelle , m 
Primer F eine Sma I, bzv/. Xma I Schnirtistielle . 

Zur .Modi f 1 zierung des 3 ' -Bereiches des LacE-5 c3IC5 Gens v/urden 
die Primer 3 und H verwendet . 

Primer G: 5 ' -GZTGAATTC GAAGAC ATCCCGGAGACCAAGG- 3 ' ( 3EQ ID NO : 11 } 
Primer H: 5 ' - TGCTCTAGAAAG CTTA^AG TTCACTGGTCGTCAGCGTCGAGGG- 3 ' 
(SEQ ID NO: 12; 

Unterstrichen m Prim.er G ist eine 3bs I Schnii tstelle , m 
Primer K eine Afl II Schnicts telle . 

Mit den Primern E und F wurde im> 5 ' -Bereich des Lac5.5 cDNS 
Gens em 188 bp oroides Fragment durch eine PCR-Reaktion ampli- 
fiziert. Mit den Primern G und H wurde im 3 ' -Bereich des 
Lac5.5 cDNS Gens ein 110 bp grofies Fragment amplif iziert . Ein 
100 fil PCR-Ansatz enthielt jeweils 10 ng Lac5.5 cDNS (im pBK 
CMV-Vektcr) , 0,5 U Tth Polym.erase, 1,25 m^M MgCl2, je 0,2 wK 
der vier dNTPs und je 140 pmol des Primerpaares E und F, bzw, 
des Prim.erpaares G und K. Die PCR-Reaktion wurde unter folgen- 
den Bedingungen durchgef iihrt : 5 min bei 94°C, gefolgt von 30 
Zyklen von 1 min bei 94°C, 2 min bei 5C°C und 1 man bei 72^C 
und schlieSlich 7 min bei 72°C. 
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. 3 r. rr. 1 1. n r iri m*£ it. r. 



aes .rans^at: 



durch Gelelekzrcchcrese crereinicrt und m eir.en 



^ ■ 



5bs I und Xb:; 
wurde senile:' 
Vekccr placE: 
der arr. 3 ^ - En:; 
stelle erizhii 



Bbs I und Xba I aeschni: 



iHPi encstanc 



Fart lalverdau des ?lasr::ids pLacE12 mit Bsn . ^^Ljej. 

em 2,6 >:b F ragT.enr , das den kcdierenden Bereich des LacE . 5 
cDNS Gens und ca . 1,1 kb des pUC19 Vektors enthielt. Hieses 
Fragrr.enc wurde m emem zweicen Schritt T.it Afl II aeszhnitce: 
und das dabei entstandene 1,5 kb groSe LacE. 5 cDMS Fragment: 
isoiierr. Dieses Fragment wurde m das 7,4 kb grofie Afl II - 
Nco I Fragment des Vektors pA1nI52-12 ligiert, der ein 4,0 kb 
grofies Fragment des giaA Promoters aus Aspergillus niger, ein 
0;7 kb groSes Fragment des trpC Transkript ionsterm.inators aus 
Aspergillus nidulans und das 2,7 kb groSe Fragment des pUClS 
Vektors enchielt. Der dabei entstandene 8,8 kb gro:l.e Vektor 
wurde pANlacl genannt . In pANlacl war die glaA Promctcrrecion 
uber eine Nco I - Bsp KI Kreuzung funkticnell mit dem Transla- 
tionsstart ATG-Kodon des Laccase cDNS Gens verknupf t . 
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B : Verknucfunc der Laccase Lac5.5 cDNS rrat dem glaA Fromorcr 
uber einen Austausch der N-cerminalen SianalseaueriZ aeaer. ein 
Fraamenr der Glucoarr.vlase 

Fur die Modif izierung des fur den N-Terminus der reifen Lacca- 
se Lac5.5 kodierenden Bereichs des cDNS Gens wurden die Pri- 
mer I und F verwendet . 

Primer I : 5 ' - ZCGGAATTC GATATC CAAGCGCGGGATCGGGCCTGTGCTCGAC - 2 ' 
(SEQ ID NO: 13) 

Uncerscrichen m Primer I tsz eine Eco RV Schniut stelle . 
Zur Modif izierung des 3 ' -Bereiches des Lac5.5 cDKS Gens v;urden 
die Primer 3 und H verwendec (.siehe Abschnitt A dieses 
Beispiels; . 

Mit den PriT^ern I und F wurde im 5 ' -Bereich des Lac5.5 cDNS 
Gens ein 11j groSes Fragment durch eine PCR-Reak::ion ampli- 
fizierr. Xit den Primern G und H wurde im 3 ' -Bereich des 
Lac5.5 cDj:S Gens em IIC bp groSes Fragm.ent amplif izierc . Die 
PCR-Reakt icnen wurden, wie m Abschnitt A dieses Beispiels be- 
schrieben, durchgefuhrt . 

Bas DNS-Fragment aus der PCR-Reaktion m.it den Primern I und F 
wurde zuerst mit Eco HI und Xm^a I geschnitten und anschiie^lend 
durch Gelelektrophorese gereinigt und in den Vekcor pLacS klo- 
niert, der vorher mit Eco P,I una Xmal geschnitten worden war. 
Dabei entstand der Vektor pLac52, bei dem im 5 '-Bereich vor 
dem. Kodon fur die erste Aminosaure des reifen Laccaseproceins 
eine Eco RV Schnittstelle gefolgt von den Kodons fiir die Ami- 
nosauren der Sequenz lie Ser Lys Arg (Seq ID NO: 14) einge- 
fuhrt worden waren. Diese Sequenz ist eine Erkennungss telle 
fiir die KEX2 Protease. Der 3 ' -Bereich des Laccase cDNS Gens im 
Vektor pLac52 wurde modifiziert wie fiir den Vektor pLac51 be- 
schrieben. Aus dem Plasmid pLT5 wurde das ca. 100 bp groSe 
Insert aus der PCR-Reaktion mit den Primern G und H mit Bbs I 
und Xba I herausgeschnit ten und isoliert. Das Bbs I - Xba I 
Fragment v;urde schlieSlich in den mit Bbs I und Xba I 
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der. rriodif izierren 5'- und 2 ' -Bereichen wurde gev;onner., indeT. 
aas r^asnia pLac523 T.ir Ecc RV una Ar. II geschr.i ttien und da: 

rcse - I^elelektrophcrese isclierc wcrden war. Z^eses FracjT.enr 
'A'urde m das 5,3 r:b crrc^le Afl II - Eco RV Fracr^.enr des Vekc^: 



emeTi 2, C aroSen Fra^Tienz , das fur em Fracmenr der Ascer- 
ail^us niger glaA GIucoaT.ylase kodiert, eme^. kurzen ENS -An - 



i.ma::crs aus j-^sperai^^us niuu^ans unci aas ^ , crro'i:e Frac:- 

m E. co^i ernuelt rrian emen 10, S kb aroSen VeKCor, der 
pAI\iac2 cenannw v.'urcs . In pAl\'^ac2 war der kcdiersnde Eereich 
des iDNS Gens fur die reife Laccase Lac5 . 5 so de-n kodie- 

renden Bereich des Gluccarrivlasegens verknupft, daS bei der E: 
press ion zuerst em Fusionsprotem aus emem Bruchscuck der 
Gluiiroarrr/lase inklusive S ignal sequenz , der Erkennunasseauenz 
fur die ?CEX2 Prccease und der -v^ollstandigen Laccase Lac5 . 5 
enrsrand. Bei der Sekretion wird dieses Fusionsprotem durch 
die KEX2 Procease gespalten una die reife Laccase in den Kul- 
::uruberstand sekretiert. 



I: -inbau der amdS und ovrG Selekr ionsmarker in die Vektoren 
oANlacl und pANlac2 

pANlacl und pANlac2 wurden Imearisiert durch Verdau vcn -e 5 
35 uq der Vektoren uber Nacht mic Not I, Darauf folgte erne 3e- 
handlung T.it alkalischer Phosphatase aus Kalberdarrr., Extrakci- 
3n T.ic Phenol/Chlorof orn^ und Fallung mit Ethanol . Die Gene fu: 
die Selekt ionsmarker arrdS (Acetamidase) und pyrG 
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(Crocidin-5 ' -Monophosphat-Decarcoxyiase) waren auf dem Flasrr.ic 
pAN52-il enthalcen, aus derr. sie nach Verdau rriit Not I als ein 
6,4 kb grofS.es Fragment isciiert werden konnten. Je 0,2 ug der 
linearisierten und Phosphatase-behandel ten Vektoren pANlacI 
una pANlac2 wurden mi-: 0,6 fig des isolierten Mot I Fragm.ents 
ligiert und damit E. coii JM109 transf ormiert . Vcn Ampicillm- 
resistenten P'clcnien aus diesen Transf ormiauionen '/v^urde die 
Plasnid-DMS praparierr, mit Mot I geschnitten und durch Agaro- 
se Gelelekt rcphorese analysiert. 5 von S analysierten Klcr.er, 
aus der Transf crmacion mit demi Vektor pANlacl und 5 von ana- 
lysierten Kieii;en aus der Transf orm.atro-n mit- dem. Ve^zcr p.AITlacZ 
enthielten das 6.4 kb Mot I Fragm.ent . Die m.it den Selektions- 
markergenen ausgestat teten Vektoren wurden als pAMlaclS ■ 3rc^e 
15,3 kb, Fig.l) und p.A^:iac25 'Groi^e 17,2 kb , Fig. 2) bezeich- 
net . 3 der 6 erhaltenen pANlaclc Klone enthielten das Mot I 
Fragment m der gewunschten, m Fig.l angegebenen Crientte- 
rung, 1 der 5 erhaltenen pANlac2£ r'lcne enthielt das Not I 
Fragm.ent m der gev/uns-hten , m Fig. 2 angegebenen 
Orient i e rung . 

7. Beispiel 

T r a n s f o r m a 1 1 n von A s o e r c i 1 1 u s 

Fur die Transf orm.at ion v/urden aie Stamm.e Aspergillus niger 
AB1.13 ;pyrG") (W. van Hart mgsveldt , I.E. Mattern, C.M.J, van 
Zei]l, P.H. Pouwels und C. A. M.J. J. van den Hondel (1987) Mol . 
Gen. Genet. 206 , 71 - 75) und Aspergillus awamori (Stamim. .ATCC 
11353) verwendet. Die Transformation von Aspergillus wurde 
nach dem Stand der Technik durchgefuhrt {P. J. Punt und 
C.A.J.J. van den Hondel (1992), Meth. Enzymology 216 . 447-457) 

Protoplasten von Aspergillus wurden durch Behandlung des My- 
cels mit Novosym 234 gewonnen. In einem sterilen Erlenmeyer- 
kolben wurde Mycelium, eines Kolbens in 15 ml emer frisch her- 
gestellten und sterilf iltrierten Losung des lytischen Enzymge- 
misches Novozym. 234 (Novo Nordisk) in OM-Medium (0,27 M Calci- 
urnchlorid, 0,6 M MaCl) suspendiert . Das in der Enzymlosung re- 
suspendierte Mycelium, wurde bei geringer Drehzahl (80 rpm.) fiir 
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TIT'S 1 CSW6Cr. 





v/urde lar.gsaiT. una unrer vviederhcl tern r:^.ischen 1,25 ml eir.er 6C 

Tris-HCl, pH 7,5, zurr. Transf crma- icnsansat z gegeben. Nach wei- 
neren 20 mm Inkubaticri bei 2C°C wurden die Reakticnsgef aSe 
mit STC-MediuTi aufgefullc, gerr.ischc una 10 rr.in bei 4^C zentri- 
fugiert. Die Pellets wurden resuspendiert und auf mic Sorbitol 

30 osT.otisch stabilisiertem, selektivem Medium ausplat t iert . Die 
Flatten wurden bei 30°C fur 7 Tage inkubiert und auf Wachstum 
von Kolonien iiberpruft. Die Transf ormat ionsrate aus mehreren 
Experimenten betrug fur Aspergillus niger 1-5 Transf orm.an- 
ten//ig Plasmad DKS , fur Aspergillus awamori 0,1 - 0,5 Trans - 

3 5 icrmanten//ig Plasmid DNS. 



Transf ormancen wurden durch uberimpfen auf Selektivplar ten mit 
Acetamid gereinigc . Transf orrr.anten mit hoher Kopienzahl wurden 
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durch platcieren auf Select i\^latten mit Acrylair^.id identifi- 
ziert. Acrylamid ist im Gegensatz zu Acetamid em schlechtes 
Substrat fdr das vcm amdS Gen kodierte Enzv^n Acet ar^iidase und 
kann nur bei Transf ormanten mit hoher Kopienzahl des amdS Gens 
5 das Wachsturr. unterstunzen . Transf ormanten , die Laccaseenzym 
funkticnell exprimieren kcnnen, wurden ident if iziert , mdem 
sie zuers:: auf Platten mit Maltodextrin, einem Induktor fur 
die Expression vom. glaA Fromctor, ausplatziert und naoh zwei 
Tagen v:achszum bei 28°C mit ABTS-Agar 0,1 % AETS , 1 % Agaro- 

IZ SB, m Molllvainepuf f er , pH 4,5) uberschichtet vjurden. Laccase 
exprim.ierendsjjransf ormanten wurden durch Eilduna^emes grunen 
Hcfes angezeigz. Vcn Transf ormanten , die sov;ohl auf Aorvla- 
m.idplatten guzes Vv'azhstumi zeigzen als auzn imi Akt ivizarszesz 
mit AETS posiziv reagierzen, v;urden Sporensuspensionen 

15 hergestell t , 

3. Eeispiel 

Expression der Tramezes versicolor Lazoase LacS.S m 
Aspergillus 

20 Die Expression von Laccase Lac5 . 5 m Aspergillus wurde im 

Sohuzzelr:oloenma*sstab unzersuchc . Es A^urde folgendes Anzuchts- 
medium \'erv;endez : Erne 5 % (w/v) Losung von Malzodextrin m 
Leizungswasser wurde 20 mm auzoklavierz . Dann wurden zu 50C 
mJ dieses Grundmediums 1 m.l IM MgSulfaz, 0,5 m.l lOOC x Spuren- 

25 element losung , 10 m.l 50 x Asp A Losung und 5 vrl 10 % (w/v) Ca- 
samiincsauren zugegeben. Die 1000 x Spurenelement losung hatte 
folgende Zusammenset zung : In SO m.l waren gelosz 2,2 g 

ZnSO^ X 7 H2O, l,lg H3BO3 , 0,5 g MnCl2 x 4 H2O, 0,5 g FeSO^ x 
7 H2O, 0,17 g C0CI2 X 5 H2O, 0,16 g CuSO^ x 5 H2O, 0,15 g 

30 Na2MoC/< x 2 K2O und 5 g SDTA. Die 50 x AspA Losung hatte die 
Zusammenset zung : In 500 ml H2O waren gelost 150 g NaN03 , 13 g 
KCl, 38 g r^oPC^, pH 5,5 mit 10 M KOK eingestellt. 
Dem Medium wurde zusatzlich CuSO^ x 5 H2O in einer Endkonzen- 
tration von 0 , 5 mM zugesetzt. 

35 

Fiir Expressionsexperimente wurden 50 ml des Anzucht smediumis in 
einem. 300 ml Erlenmeyerkolben mit 1 x 10^ Sporen/ml inoku- 
lierz. Die Anzucht erfolgte in einem Schiittel inkubator bei 
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IOC h Wacnsrum beocarhcet und betrug zwischen C,E und 2,5 
'J/ r.^ . lie Laccasea!-::: ivirai wurde colcrimetrisch r.ir de::: 



c^astcris 

Fa. Irmzrocer. tt.iz d-^r. dazucrehcrer.dsr. Excres sicr s\*^'-"^ ■''"^'=^^ 

'. ur.d prIC9. un.:n Pichia oastcris Szamrr.en '35115 und ?1M71 

scidm auxciropr. . 3ie ExpressionsveK^oren er."^hiel~en Przrr.ctcr 

ris. Zv/ischen diese beiden geneoischen Regulacicr.selemer.ter. 
v;urde das cDXS Gen der Trametes versicolor laccase Lao5.5 klo- 
r.ierr . Der Vektor p?IC3 enchielt, hmrer derr. ACXl Prcnotcr an- 
gecrdnet, erne DNS-Sequenz, die fur die Signalsequenz des al- 
pha-Faktor Proteins aus Saccharor^yces cerevisiae kodiert, ge- 
fclgt von einem kurzen DNS-Abschnit t , der fur die Erkennungs- 
sequenz Glu-Lys-Arg-Glu-Ala-Glu-Aia (Sec ID NO: 15) kodiert . 
Fur die Selekticn m E. coli enthielten die Vekroren das Amoi- 
zillm Resistenzgen . Fur die Selektion in Pichia pastoris ent- 
nielLen die Vektoren das HIS4 Gen aus Pichia pastoris. 

A: Konstrukrion eines Laccase Lac5 . 5 Expressionsvektcrs rr.it 
der Signalsequenz von Laccase Lac5.5 
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Zur Amplif ikat ion des Laccasegens wurde das Plasrr:id pLacS.S 
und die Primer K und L verwendet. Primer F und G hatten fol- 
gende Sequenz : 

Primer K: 

5 ' -ACTCGA GAATTCA CCATGACTGGGCTGCGTCTTCTTCC - 3 ' ( SEQ ID NO : 1 6 ) 
Primer L: 

5 ' -ACTAGA GCGGCGGC GTATCACTGGTGGTCAGGGTCGAGGGC-3 ' (SEQ ID NO : 1 



10 Primer K encnielt die Sequenz fur eine r;zo ril Schnir. tscel le 
(unterscriclneii)- und daran angeschlosse.n die DNS-Sequenz fur 
die erscen sieben Ammosauren der Laccase Lac5,5 Signalse- 
quenz . Primer L enthielt die Sequenz fur erne Kcz I S::hnicr- 
stelle (unterstrichen) und daran angeschlossen, in komrle-nen- 

15 tarer und reverser Orient ierung , das Translacionsscopzcdon und 
die DNS-Sequenz fur die letzcen 7 AmincsaLuren der Laccase 
Lac5 . 5 . 

PCR-Amplif ikatiionen wurden nach dem fur den Fachmann gelaufi- 

20 gen Stand der Technik durzhgefuhrr . 20 ng pLac5-5 DNS wurden 
in eirer 50 /il ?C?^ P^.eaktion eincesenz"!! , die daruberliinaus 0, 5 
U Venz Pclymerase, 1 miM MgCl-, je C,2 mM der vier dlJTPs und 
;ev,'eil3 100 pmol der Primer K und L enzhielt:. Die v/eiteren 
Bedingungen zur spezifischen Amplif ikation des gewunschcen 

25 PCR-Produkts waren: 5 min bei S4°I, gefolgt von 25 Zyklen von 
1 min bei 94°C, 1 min bei 55°C und 2 min bei 72°C. Es wurde 
das erwartete PCR-Fragment der GroSe von 1;S kb erhalten. Das 
PCR-Fragment wurde durch Agarose-Gelelektrophorese gereinigt, 
m.it den Restriktionsenzymen Eco RI und Not I geschnitten, mit 

30 Ethanol gefallt und in aufgenommen. Der Vektor pPIC3 wurde 

mdt Eco RI und Not I geschnitten, durch Agarose-Gelelektropho- 
rese gereinigt, isoliert und mit alkalischer Phosphatase be- 
handelt. Es folgte eine Extraktion mit Phenol/Chloroform (Ver- 
haltnis 3:1) und eine Ethanolf allung . In den so vorberei teten 

35 pPIC3-Vektor wurde das durch PCR-Amplif ikation hergestellte 

DNS-Fragment der Laccase Lac5.5 ligiert und damit E. coli Top 
ICF' Zellen (Invitrogen) transf ormiert . Von Ampicillm-resi- 
stenten PClonen wurde die Plasmid DNS isoliert und das 
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spiels beschrieben, dur^h PCR-Araiif ikacion rr.it: pLac5 . 5 cDNS 
und den Primern L und M. Der Vektor p?IC9 wurde Tr.iz Eco RI una 
Not I geschnitten und wie der in Abschnitt A dieses 3eispiels 
beschriebene p?IC3 Vektor vorbereitet, mit dem durch PGR- 

30 Amplif ikat ion hergestellten DNS -Fragment der Laccase Lac5 . 5 

iigiert und damit E. coli Top 10?' Zellen (Invitrogen) trans- 
formiert. Von" Ampicillin-resistenten Klonen wurde die Fiasmid 
DNS isolierc und das klonierte 1;5 kb Insert durch Restrikci- 
onsverdau rriit Eco RI und Not I ident if izierr . Von 12 unter- 

3 5 suchten Klonen waren 3 positiv. Der so erhaltene Vektor vurde 
mit dem. Narp.en pL532 (Fig. 4) bezeichnet. 



C: Transformation von Pichia oastoris 
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Pichia pastoris Stamnn.e GS115 bzw. K.M71 wurden zuers:: in 5 ml 
YPD-Medium (1 % Hefeextrakt, 2 % Pepron, 2 % Dextrcse' bei 
30°C iiber Nacht kultivierc. Mit le 0,2 ml dieser Vcrkultur 
5 wurden zwei Hauptkul turen von 250 ml Y?D-Medium inokuliert 
and wiederum bei 3C°C ilber Nacht bis "u einer optischen Dichte 
(CD600 nm^ von 1,3 - 1,5 kulciviert. Die Hefezellen emer 250 
ml Hauptkultur wurden daraufhm abzenm f ugierr '5 mm 15:0 x 
g; , zweimai mit :e 200 ml una emmal mit 10 ml 1 X Scrbi- 

1: zcl gewaschen und schliejllicn m 0,5 ml 1 X Sorbitol 
aui gencmmisn -■ ■ - - 

Flasmid Z::S der Ver:tor5n pL512 oder pl532 >;urden enov/eder mic 
Stiu I Oder mit Nsi 1 Imearisiert , m.ir Sthanol gefallc und m 

15 in einer Konzenorarion von l,^g d:jS/>1 auf genomm.en . 

Em Transform.ationsansatz enthielt 60 ^1 Fichia paszoris Zel- 
ien und 10 ug 1 mearisieroe Vekocr-Di:3 . Transf orm.aoion erfolg- 
-e durcn Elekoroporac icn bei 1500 V, 25 uP und 200 Ohm :BioRad 
Gene Pulser^. Die Zntladungszeio becrug ca. 4,2 m.sec . Der 

20 Transform.aoionsansatz wurde mit 1 ml 1 M Sorbizol versetzt, 30 
min auf Eis mkubiero und anschlie^send m Aliquots zu ^e C,3 
ml auf MD-Platten ohne Histidm •1,34 % Hefe Smcksocff- 

base, 4 X i:~^ % Biotm, 1 % Dextrose, 1,5 % Agar) ausplai- 
tierr. Transf orm.anten ersohienen nach 3 - 5 Tagen Inkubazion 

25 bei 30°C. Trans form.anten wurden durch zweim.aliges Ausstreichen 
auf MD-?latten gereinigt . Laccaseproduzenten wurden auf MM-ln- 
dikatorplatten ident if iziert . MM- Indikaoorplat ten enthielten 
1,34 % YNE, 4 X 10'^ % Biotin, 0,5 % Methanol, 1,5 % Agar, 1 
mM A3TS und 0 , 1 mM CuSulfat, Der Induktor Methanol wurde im 

3 0 Deckel der Petrischalen vorgelegt und taglich erneuert , urn 

eine Versorgung der Kolonien m.it Methanol durch Diffusion zu 
gewahrleisten. Laccaseproduzenten erzeugten nach 2-3 Tagen 
Inkubation bei 30°C einen grunen Hof . 

3 5 E: Expression in Schuttelkolben : 



50 m.l 3MGY Medium (1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 0,1 M K-Phos- 
phat, pH 6,0, 1,34 % YNB, 4 x 10"^ % Biotm, 1 % Glycerin) 
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Nach QuerstroTif ilcration konzentrierte Laccase wurde gegen 2C 
rriM EisTris-HCl , pK 6 . 5 dialysiert. Danach wurde eine Leitfa- 

3 0 higkeit von 1,5 mS/cm gemessen. Dialysierte Laccase wurde an- 
schlieilend iiber eine Saule von DEAE Sepharose (Pharmacia) , 
aauilibriert m 20 mM BisTris-KCl (Auf tragspuffer) , pK 6.5, 
chrcrr.atographiert . Unter diesen Bedmgungen bindet die Lac::ase 
an die DEAE Sepharose. Bei der Elution mit einem Imearen Gra- 

33 dienten van 0 bis G,5 iM NaCl m Auf r ragspuf f er wurde die Lac- 
caseakrivitar bei emer Sal zkonzentracicn von 0,15 M NaCl wie- 
dergefunden. Die Laccasef rakt ion von der DEAE Sepharosesaule 
wurde mic A:nmoniumsul f at bis zu emer Satitigung von 20 % sowie 
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mit Na-Acetat:, pH 4.5 (Endkonzentrat ion 20 mM) versetzt und oH 
4,5 mit Essigsaure eingestelit. Die so vorbereitete Laccase- 
iraktion wurde dann uber eir.e Saule von Phenylsepharose 'Phar- 
macia) , aquilibriert m Auf t ragspuf f er (20 iTlM Na-Acetar, cH 
4,5, 20 % gesattictes Ammoniumsul f at ) , chromatographiert , Un- 
ter diesen Bedingungen bmdet die Laccase an die Phenyl secha- 
rose. Bei der Eluticn ir.it emem linearen Gradienten von 20 - 0 
% gesactigtem AmiT.oniumsul f at , m 20 mM Na-Acetat, pH 4,5 v;urde 
die Laccaseaktivitar bei emer Ammoniumsulf atsat tigung von 16 
% wiedergefunden . Die laccasef rakt ion wuroe gegen 2 0 rry: Bi- 
sTris-HCl piij^f., 5 dialysierr und durch Bindung an DEA.E Seoha- 
rose und anschlieSender S tuf enelut ion mit 0,3 M NaCl kcnzen- 
triert . Bindung und Eluticn mic C,3 M NaCi erfolgten :;eweils 
in 2 0 m^: BisTris-HCl, pH 6.5. Die Ausbeuce an Laccaseakt i vi tat 
bezogen auf das Startmaterial betrug 20 %. Die isolierte lac- 
case vvurde durch N-termmale Am.inosaureseiruenzierunc: anal'/- 
siert . Die dabei beszimmte Secuenz, 

Gly lie Gly Fro Val Leu Asp Leu Thr He Ser Arg Ala Val {SEQ 
ID NO: 15) 

befand sich m Uberemsc immung miz der: aus der cDMS-Sequenz 
und Homo 1 oo 1 e\'e rc 1 e i chen aboeleiteten N-termmu^ d'^r '^f^-" "^^^^ 
Laccase Lac5.5. 

1 1 . Beispiel 

Biochemische Eicenschaf ten von rekombinanter Laccase Lac5.5 

Es wurden das pH- und Tempera turoptimum sowie die pK- und Tem- 
peraturstabilitat von rekombinanter Laccase Lac5.5, in Asper- 
gillus hergestellt wie im 8. Beispiel beschrieben, untersucht. 
Fur diese Experiments wurde rekombinante Laccase LacB.S zuerst 
uber Sephadex G25 (Pharmacia, PDIO-Saulen) in Mclllvaine-Puf - 
fer, pH 4.5 umgepuffert. 

A: oH-Qctimum: 

Es v;urden fur die m Fig. 5 angegebenen pH-Werte ieweils die 
entsprechenden Puffer durch geeignetes mdschen von 
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r.az aie _a cease 



:ur aas bur:st:ra": A3TS 




:v;i3cnen 




2 E 2 : Temcerar urs t abi 1 ita:: : 

Laccase lacE.5 v;urde m Mclllvaine Puffer pH 4,5 bei 45, 55 
und d5^C vcrinkubierc. Nach 0, 30, 60 and 120 min wurden Je- 
wells Aliquots entnommen, in Mclllvaine Puffer rr.it pH 4,5 ver- 
dunnt und die Laccaseakt ivitat bei 37°C bestimmt. Bei 45°C 

3 0 wurde die Laccaseaknivitat durch die Vorbehandlung nicht be- 

eintrachtigt . Bei 55^C wurden nach 120 T.in Vorinkubacion noch 
30 % P.esrakwivi tat gemessen. Bei €5°C betrug die Halbwer::szeit 
der Laccase 60 min. (Fig. 8). 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

c 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Consortium fuer elektrochemische Industrie 
GnabH 

(3) STRASSE; Zielstattstrasse 20 

(C) ORT; Muenchen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) P0STLE1T2!AHL: D-81379 ' - • 

(G) TELEPHON: 089 74844 0 

(H) TELEFAX: 089 74844 350 

(ii) ANMELDETITEL: DNS-Sequenzen. Expression dieser DNS-Sequenzen. durch die DNS- 

Sequenzen kodierte thermophile Laccasen sowie deren Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 19 

2 0 (iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER' Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #V25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA; 

(A) LANGE: 1572 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

^ ° (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS zu mRNS 

3 5 (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(iii) ANTISENSE: NEIN 
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'VI) URSPRUNLICHE HERKUNFT. 

iA) ORGANISMUS: Trameies versicolor 
(3) STAMM; TV-1 

: vii; JNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON: plac55 



[x\) SEQUENZ3ESCHRE1BUNG. SEG ID NO: 1: 

ATGACTGGGC TGCeTCTTCT TCCTTCCTTC GCGGCGTTGG CCGTGACCG^" GTCTCTCGCG 
50 

CTCAACGCGTTGGCTGGGAT CGGGCCTGTG CTCGACCTCA CGATCTCCAA CGCGG^GGTG 
120 

TCGCCCGATG GCTTCTCTCG CGCGGCGGTC GTTGCGAACG ACCAGGCTCC CGGGCCTCTC 
180 

ATTAGGGGCC AGATGGGCGA CCGTTTCGAG ATGAATGTGG TCAACAAGCT GTCGAACCAC 
240 

ACTATGCTCA AGTCGACCAG CATCCACTGG CACGGCTTCT TCCAGAAGGG TACGAACTGG 
300 

GCCGATGGCC CCGCGTTCGT GAACCAGTGC CCGATCGCGA CTGGTCACTC GTTCCTTTAC 
360 

GACTTCCAGG TCCCGGACCA GGCCGGGACG TTCTGGTACC ACAGGCATTT GTCTACCCAG 
420 

TACTGTGACG GGTTGAGAGG TCCTTTCGTC GTCTACGACC CGAACGACCC TCATGCCAGC 
480 

CTCTACGACG TGGACAACGA TGACACCGTC ATCACCCTCG CTGACTGGTA CCATACCGCT 
540 

GCCAAGCTTG GGCCGGCCTT CCCTCCTGGC TCTGATGCGA CGTTGATCAA TGGGCTCGGA 
600 
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CGTACAGCGG CCACCCCCAA CGCGGATCTC GCTGTCATTA GTGTCACGCA CGGCAAGCGG 
660 

TACCGTTTCC GCCTGGTGTC GATGTCCTGC GACCCCGCGT ACACGTTCAG CATCGACGAC 
720 

CACTCGATGA CCATCATCGA GGCGGACTCA GTCAACACAA AGCCGCTCGA GGTCGACTCG 
780 

ATCCAGATCT TCGCCGGCCA GCGCTACTCG TTCGTGCTGG AGGCAAACCA GGACGTCGGC 
840 - - - ... 

AACTATTGGG TCCGCGCGGA CCCGCTGTTT GGCACGACGG GCTTCGATGG GGGTATCAAC 
900 

TCTGCGATCC TCCGGTACGA CACCGCGTCG CCGACCGAGC CGACCACGAC GCAGGCCACC 
960 

TCTACGAAGC CGTTGAAGGA GACGGACCTT GAGCCTCTCG CGTCGATGCC GGTGCCTGGC 
1020 

TCTGCTGTCT CGGGTGGTGT GGACAAGGCG ATTAACTTCG CTTTCAGCTT CAACGGGTCC 
1080 

AACTTCTTCA TCAACGGCGC GACCTTCCAG CCGCCCACCA CTCCCGTTCT GCTGCAGATC 
1140 

ATGAGCGGTG CCCAGGCTGC TAGCGACCTC CTCCCGTCCG GTGACGTCTA CGCCCTGCCG 
1200 

TCGGACTCGA CCATCGAGCT CTCGTTCCCC GCGACTACTG GTGCTCCCGG TGCCCCCCAC 
1260 

CCCTTCCACT TGCACGGTCA CACCTTCGCC GTTGTGCGCA GCGCGGGCAG CGCTGAGTAC 
1320 

AACTACGACA ACCCCATCTG GCGCGACGTC GTCAGCACTG GTACCCCTGC AGCGGGCGAT 
1380 
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AACGTCACCA "CGCTTCAG GACTGACAAC CCTGGCCCGT GGTTCCTCCA CTGCCACATC 
1440 

GACTTCCACT 'GGAGGCCGG CTTCGCCGTG GTCATGGCTG AAGACATCCC CGACACCAAG 
1500 

GCCGACAACC CTGTTCCTCA GGCGTGGTCA GACCTTTGCC CCATCTACGA CGCCCTCGAC 
1560 

GCTGACGACC AG 1572 

(2) iNFORMAT-ONZfrSEG !D NO 2: ■ ^ 

[\) SEQUErs.! CHARAKTERISTIKA: 
(A) LANGE. 1572 Basenpaare 
fB) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPC.OGIE. linear 

(li).ART DES MOLEKULS; cDNS zu mRNS 
(III) HYPOTHETISCH: NEIN 
(lit) ANTISENSE; NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS; Trametes versicolor 

(B) STAMM: TV-1 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON: piac56 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

ATGACTGGGC TGCGTCTTCT TCCTTCCTTC GCGGCGTTGG CCGTGACCGT GTCGCTCGCG 
60 
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CTCAACGCGT TGGCCGGGAT CGGGCCCGTG CTCGACCTTA CGATCTCCAA TGCGGTTGTT 
120 

TCGCCCGATG GCTTCTCTCG CGCGGCGGTC GTCGCGAACG ACCAGGCTCC CGGGCCTCTC 
5 ^80 

ATCACGGGCC AGATGGGCGA CCGCTTCCAG ATCAATGTGG TCAACAAGCT GTCGAACCAC 
240 

^ ^ ACCATGCTTA AATCGACCAG CATCCACTGG CACGGCTTCT TCCAGAAGGG CACGAACTGG 
300 

- ^ - - .... 

GCGGACGGCC CTGCGTTCGT GAACCAATGC CCGATTGCGA CGGGCCACTC GTTCCTTTAC 
360 

- - GACTTCCAGG TCCCGGACCA GGCCGGGACG TTCTGGTACC ACAGCCATCT GTCTACTCAG 
420 

TACTGCGATG GCTTGAGGGG TCCGTTCGTC GTCTACGACC CGAATGACCC TCATGCCAGT 
480 

20 

CTCTACGATG TGGACAACGA TGACACCGTC ATCACCCTCG CCGATTGGTA CCATACTGCT 
540 

GCCAAGCTTG GGCCGGCCTT CCCTCCTGGC TCTGATGCGA CGTTGATCAA TGGGCTCGGA 
600 

CGTACAGCGG CCACCCCCAA CGCGGACCTC GCTGTGATCA GCGTCACGCA CGGCAAGCGG 
660 

TACCGTTTCC GCCTGGTGTC GATGTCCTGC GACCCCGCGT ACACCTTCAG CATCGACGAC 
3 0 720 

CACTCGATGA CCATCATCGA GGCGGACTCG GTCAACACGA AGCCGCTCGA GGTCGACTCG 
780 

3 5 ATCCAGATCT TCGCCGGCCA GCGCTACTCG TTCGTGCTGG AGGCAAACCA GGACGTCGGC 
840 
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AACTATTGGG TCCGCGCGGA CCCGCTGT7T GGCACGACGG GCTTCGATGG GGGTATCAAC 
900 

TCTGCGATCC TCCGGTACGA CACCGCGTCG CCGACCGAGC CGACCACGAC GCAGGCCACC 
960 

TCTACGAAGC CGTTGAAGGA GACGGACC" GAGCCTCTCG CGTCGATGCC GGTGCCTGGC 
1020 

TCTGCTGTGT CGGGTGGTGT GGACAAGGCG ATTAACTTCG CTTTCAGCTT CAACGGGTCC 
1080 

AACTTCTTCA TCAACGGCGC GACCTTCCAG CCGCCCACCA CTCCCGTTCT GCTGCAGATC 
1140 

ATGAGCGGTG CCCAGGCTGC ^AGCGACCTC CTCCCGTCCG GTGACGTCTA CGCCCTGCCG 
1200 

TCGGACTCGA CCATCGAGCT CTCGTTCCCC GCGACTACTG GTGCTCCCGG TGCCCCCCAC 
1260 

CCCTTCCACT TGCACGGTCA CACCTTCGCC GTTGTGCGCA GCGCGGGCAG CGCTGAGTAC 
1320 

AACTACGACA ACCCCATCTG GCGCGACGTC GTCAGCACTG GTACCCCTGC AGCGGGCGAT 
1380 

AACGTCACCA TTCGCTTCAG GACTGACAAC CCTGGCCCGT GGTTCCTCCA CTGCCACATC 
1440 

GACTTCCACT TGGAGGCCGG CTTCGCCGTG GTCATGGCTG AAGACATCCC CGACACCAAG 
1500 

GCCGACAACC CTGTTCCTCA GGCGTGGTCA GACCTTTGCC CCATCTACGA CGCCCTCGAC 
1560 

GCTGACGACCAG 1572 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 
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(i) 3EQUENZ CHARAKTERiSTlKA: 

(A) LANGE: 524 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

5 

(il) ART DES MOLEKULS: Protein 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

r 

(A) ORGANISMUS: Trametes versicolor 

(B) STAMM: jT-^' ^ 

(IX) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Protein 
^ (B) LAGE: 1..524 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

2 0 Met Thr Gly Leu Arg Leu Leu Pro Ser Phe Ala Ala Leu Ala Val Thr 

15 10 15 

Val Ser Leu Ala Leu Asn Ala Leu Ala Gly lie Gly Pro Val Leu Asp 
20 25 30 

25 

Leu Thr lie Ser Asn Ala Val Val Ser Pro Asp Gly Phe Ser Arg Ala 
35 40 45 

Ala Val Val Ala Asn Asp Gin Ala Pro Gly Pro Leu lie Thr Gly Gin 
50 55 60 

30 

Met Gly Asp Arg Phe Gin lie Asn Val Val Asn Lys Leu Ser Asn His 
65 70 75 80 

Thr Met Leu Lys Ser Thr Ser lie His Trp His Gly Phe Phe Gin Lys 

3 5 85 90 95 

Gly Thr Asn Trp Ala Asp Gly Pro Ala Phe Val Asn Gin Cys Pro lie 
100 105 110 
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Ala Thr Gly H:s Ser Phe Lee Tyr Asp Phe Gin Vat Pro Asp Gin Ala 
115 120 125 

^ Giy Thr Phe Trp Tyr His Ser His Lei^ Ser Tnr Gin Tyr Cys Asp Gly 

130 135 140 

Leu Arg Gly Pro Phe Val Val Tyr Asp Pro Asn Asp Pro His Ala Ser 
-45 150 155 15C 

Leu Tyr Asp Val Asp Asn Asp Asp Thr Va! lie Thr Leu Ala Asp Trp 
165" 170 175 " 

'yr His Thr Aia Ala Lys Leu Giy Pro Ala ^he ^rc Pro Gly Ser Asp 
180 185 190 

Ala Thr Leu '.ie Asn Gly Leu Gly Arg Thr Ala Ala Thr Pro Asn Aia 
195 200 205 

Asp Leu Ala Vat lie Ser Val Thr Hts Gly Lys Arg Tyr Arg Phe Arg 

2 0 210 215 220 

Leu Val Ser Met Ser Cys Asp Pro Ala Tyr Thr Phe Ser He Asp Asp 
225 230 235 240 

His Ser Met Thr lie lie Glu Ala Asp Ser Vat Asn Thr Lys Pro Leu 
245 250 255 

Glu Val Asp Ser lie Gin tie Phe Ala Gly Gin Arg Tyr Ser Phe Val 
260 265 270 

^ Leu Glu Ala Asn Gin Asp Val Giy Asn Tyr Trp Val Arg Ala Asp Pro 
275 280 285 

Leu Phe Gly Thr Thr Gly Phe Asp Gly Gly He Asn Ser Ala lie Leu 
290 295 300 

3 5 

Arg Tyr Asp Thr Ala Ser Pro Thr Glu Pro Thr Thr Thr Gin Ala Thr 
305 310 315 320 
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Ser Thr Lys Pro Leu Lys Glu Thr Asp Leu Glu Pro Leu Ala Ser Met 
325 330 335 

Pro Vai Pro Gly Ser Ala Val Ser Gly G)y Val Asp Lys Ala lie Asn 
340 345 350 

Phe Ala Phe Ser Phe Asn Gly Ser Asn Phe Phe He Asn Gly Ala Thr 
355 360 365 

Phe Gin Pro Pro Thr Thr Pro Val Leu Leu G!n lie Met Ser Gly Ala 

370 375 380 

- - i-- - 

G!n Ala Ala Ser Asp Leu Leu Pro Ser Gly Asp Val Tyr Ala Leu Pro 
385 390 395 400 

Ser Asp Ser Thr lie Glu Leu Ser Phe Pro Ala Thr Thr Gly Ala Pro 
405 410 415 

Gly Ala Pro His Pro Phe His Leu His Gly His Thr Phe Ala Val Val 
420 425 430 

Arg Ser Ala Gly Ser Ala Glu Tyr Asn Tyr Asp Asn Pro lie Trp Arg 
435 440 445 

Asp Val Val Ser Thr Gly Thr Pro Ala Ala Gly Asp Asn Val Thr lie 
450 455 460 

Arg Phe Arg Thr Asp Asn Pro Gly Pro Trp Phe Leu His Gys His lie 
465 470 475 480 

Asp Phe His Leu Glu Ala Gly Phe Ala Val Val Met Ala Glu Asp lie 
485 490 495 

Pro Asp Thr Lys Ala Asp Asn Pro Val Pro Gin Ala Trp Ser Asp Leu 
500 505 510 

Cys Pro lie Tyr Asp Ala Leu Asp Ala Asp Asp Gin 
515 520 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 
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(i) SEQUEN2 CHARAK"rERlSTt<A: 
''A) LANGE :7 Basenpaare 
iB) ART N;^K;einsaure 
(C) STRANG^ORM. Einzel 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS; cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(ill) ANTISENSE: U&N 



(xt) SEQUEN2BESCHRE1BUNG: SEQ ID NO: 4: 

TGGCAYGGNT TYTTYCA 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(0 SEDUENZ CHARAKTERISTIKA: 
(A) LANGE: 14 Basenpaare 
(3) ART: Nukleinsaure 
(O) STRANGFORM: Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
TCDATRTGRC ARTG 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 
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(i) SEQUENZ CHARAKTERISTiKA: 

(A) LANGE; 27 Basenpaare 

(B) ART; Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iti) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6; 
ATTCAGGGAT CCTGGTAYCA YWSNCAY 27 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

2C 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE; 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 



35 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
ATACGAGGAT CCRTGNCCRT GNARRTG 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 



27 
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(i) SEQUEN2 CHARAKTER:STIKA. 

(A) LANGE: 3284 3asenpaare 

(B) ART; N'jKleinsaure 

5 (C) STRANG-ORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(i!) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 

(iii) HYPOTHETiSCH; NEIN 

(tii) ANTISENSE. r^N " ' ^ 

(VI) URSPRJN'^iCHE HERKJNFT: 

(A) ORGANISMUS: Trametes versicolor 
-5 (B^ STAMM: TV-1 

(vij) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: piac56chr 

2 0 

(XI) SEQUEK'ZBESCHREiBUNG; SEQ ID NO; 8' 

TTGGAATGGG CCCGCCGGTG TCGATCGCAA ACAGGTGAGT TCAGTACTAG CCCATCAGCG 
60 

2 5 

CAGCAGCATT TGCGGCGAAG AAGTGTCCGC CCCACGCTCA TCACCCAGCG CCCTTCTCGA 
120 

CATCGGAACC GCCGCAACAC AGGGAAGAGG CCATTTCGCC CATCCAAGGC TCGGGGATCT 
180 

30 

TCTCACGACG CGAGGGCATT TCGCGCGAGC GTCGCAGCCG GTGCGCCGAG GCTGCATGAT 
240 

CTGTGCGGCT CCTGCGCGTA TGCCGCTCGG GTCGCCGAGA CACAGCGAGA CATCTGCAGC 

3 5 300 

CGGGGCGGCG CGCAACCAGC TCGGCTGTTT GGAGTGCGTC GATGCAACGC GTCGACGTCC 
360 
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ATCGGGGACG GCGCGTGGCT TGGCACGCGT AGCACCGACG CGCACTATAA AGGCGATGCG 
420 

c GCAGAGAAGA GGCGGAGCAC CACGTTCAGT CCCTTCCTTG GATTCCGGGC AGCTTACTCC 
480 

TTCTCGCCTC TCTCTGCCTC CTTTCCTTCG GGCTTCTACT CTTCTTTTCT ATTTCGCTTC 
540 

TGTTCGAGGG TAGAACACAG AACACTATGA CTGGGCTGCG TCTTCTTCCT TCCTTCGCGG 
600 " " " ^ * 

CGTTGGCCGT GACCGTGTCG CTCGCGCTCA ACGCGTTGGC CGGGATCGGG CCCGTGCTCG 
660 

ACC7TACGAT CTCCAATGCG GTTGTTTCGC CCGATGGCTT CTCTCGCGCG GCGGTCGTCG 
720 

CGAACGACCA GGCTCCCGGG CCTCTCATCA CGGGCCAGAT GGGCGACCGC TTCCAGATCA 
2 0 780 

ATGTGGTCAA CAAGCTGTCG AACCACACCA TGCTTAAATC GACCAGCATC GTGAGTATTC 
840 

AATCTGGGCG TGGGGGTACG GGCTGCACTG ACGCAAGTAC ACGCTTCGCA GCACTGGCAC 
900 

GGCTTCTTCC AGAAGGGCAC GAACTGGGCG GACGGCCCTG CGTTCGTGAA CCAATGCCCG 
960 

^ ^ ATTGCGACGG GCCACTCGTT CCTTTACGAC TTCCAGGTCC CGGACCAGGC CGGTATGTGA 
1020 

TCACGGAAGG TGTGCACGAA CCCAGCACTG ACGGTCATGT AGGGACGTTC TGGTACCACA 
1080 

35 

GCCATCTGTC TACTCAGTAC TGCGATGGCT TGAGGGGTCC GTTCGTCGTC TACGACCCGA 
1140 
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ATGACCCTCA TGCCAGTCTC TACGATQTGG ACAACGGTAA GCAGTTCAGA TTGCGAATCC 
1200 

TTGGCGGTCT ATTGACATCC CGGCCAGA'G ACACCGTCAT CACCCTCGCC GATTGGTACC 
5 1260 

ATACTGCTGC CAAGCTTGGG CCGGCCTTCC CGTAAGTTGG ATTGTCAGTC TGTCTGTTCT 
1320 

CTACTTACTA ATCACGGGCT GCAGTCCTGG CTCTGATGCG ACGTTGATCA ATGGGCTCGG 
1380 

ACGTACAGCG GCCACCCCCA ACGCGGACC-T CGCTGTCATC AGCGTCACGC ACGGCAAGCG 
1440 

- ^ GTAAGAGCGG CTGTACCTTC CTCTTGCTCG CAGCTGCTCA AACTTTATGG TTTATAGGTA 
1500 

CCGTTTCCGC CTGGTGTCGA TGTCCTGCGA CCCCGCGTAC ACCTTCAGCA TCGACGACCA 
1560 

2 C 

CTCGATGACC ATCATCGAGG CGGACTCGGT CAACACGAAG CCGCTCGAGG TCGACTCGAT 
1620 

CCAGATCTTC GCCGGCCAGC GCTACTCGTT CGTGCTGGAG GCAAACCAGG ACGTCGGCAA 
1680 

25 

CTATTGGGTC CGCGCGGACC CGCTGTTTGG CACGACGGGC TTCGATGGGG GTATCAACTC 
1740 

TGCGATCCTC CGGTACGACA CCGCGTCGCC GACCGAGCCG ACCACGACGC AGGCCACCTC 
1800 

TACGAAGCCG TTGAAGGAGA CGGACCTTGA GCCTCTCGCG TCGATGCCGG TGGTAAGTCT 
1860 

3 5 GACTAGCACT TCATCTTTGA TGGTATGCTC ATGCAACTCT CCAGCCTGGC TCTGCTGTGT 

1920 
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CGGGTGGTGT GGACAAGGCG ATTAACTTCG CTTTCAGCTT CGTACGTCCA ACTCACGATT 
1980 

TCCCCCTTGA GATTTATATT GATGGCTCCA TTGACGGCTC CTCATAGAAC GGGTCCAACT 
2040 

TCTTCATCAA CGGCGCGACC TTCCAGCCGC CCACCACTCC CGTTCTGCTG CAGATCATGA 
2100 

GCGGTGCCCA GGCTGCTAGC GACCTCCTCC CGTCCGGTGA CGTCTACGCC CTGCCGTCGG 
2160 

ACTCGACCAT CGAGCTCTCG TTCCCCGCGA CTACTGGTGC TCCCGGTGCC CCCCACCCCT 
2220 

TCCACTTGCA CGGTGTAAGT TGTCATC7CA ATGTTCCGTT TGGGCCCCGA TACTAACGGC 
2280 

TAGATAGCAC ACCTTCGCCG TTGTGCGCAG CGCGGGCAGC GCTGAGTACA ACTACGACAA 
2340 

CCCCATCTGG CGCGACGTCG TCAGCACTGG TACCCCTGCA GCGGGCGATA ACGTCACCA7 
2400 

TCGCTTCAGG GTGAGTTGCT ATCATTATCC CCTCCTGTGT AATCGGTCGC TGACAGTCCT 
2460 

GCAGACTGAC AACCCTGGCC CGTGGTTCCT CCACTGCCAC ATCGACTTCC ACTTGGAGGC 
2520 

CGGCTTCGCC GTGGTCATGG CTGAAGACAT CCCCGACACC AAGGCCGACA ACCCTGTTCC 
2580 

TCGTGAGTAT TACCCCCCAA TCCCGTCAAG GCGCGCACTA ACAGGGTATT GCTGCAGAGG 
2640 

CGTGGTCAGA CCTTTGCCCC ATCTACGACG CCCTCGACGC TGACGACCAG TGAACACGGC 
2700 
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TCACGAGATC GTCAACCATT TCCTCAATCA TTGACTTACC GACTTGCTAT TTCTAACACG 
2760 

CTATTTGCGA ACCCCCGCTC TCCCCTCTCT CACACTACGG TCCCTTCGTG AACATGGACT 
2820 

TGCATGGACT TTGGATTGTA GAAAGTTTAC ACAGCTGTAT AGTCGAATTA TCCCCGTAAT 
2880 

GCATGGTAGT GCCGCTGGCC TTTACC^CAA TCATTGTTAT CATGATATGG CCATCATAAA 
2940 

CATCACTGAC ATCTACTAAT CTGCTGTTAG TTTTGGGACC TCAAGAAGAT AAACGCCCGT 
3000 

CTACCACGAT GTGACGCGCG CGATACGTGA ATGTGACTGA TCGCGTTCCA T7ATTCAAAA 
3060 

CGCGTCGGCT GGCGGCCAGG CCAAGTTGCT CCTCTCTCTC CGACGACGAC CACCCCTGGC 
3120 

TCTCTTACCC ACCTTCTCTG CACCATGACG GCAGACTACA GACTACAGTC TCTCGACGAT 
3180 

CCGACGGCGG TCATCCAAGA GCTCTACCGC GCCCATCCAG ACCCGAACGG TTTCCCCCGC 
3240 

CTCGTTGCTG AGCACTTCCA AAAGCTCTTC GAGAACCGAA CATG 3284 
(2) INFORMATION ZU SEQ !D NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERiSTIKA: 

(A) LANGE; 39 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(lii) HYPOTHETiSCH: JA 
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(iii) ANTISENSE: NEIN 



5 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CCGGAATTCA TGACTGGGCT GCGTCTCCTT CCTTCCTTC 39 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

10 

(i) SEQUENZ" CHa1^AKTER!ST1KA: " ' ' 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
-5 (D) TOPOLOGiE: linear 

fii) ART DES MOLEKULS: cDNS 

(ill) HYPOTHETISCH: JA 

20 

(iii) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

25 

GAGAGGCCCG GGAGCCTGG 1 9 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

^ ^ (t) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

35 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 



(Iii) HYPOTHETISCH: JA 
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(iiij ANT!SENSE. NEIN 



(XI) SEQUENZBESCHREieUNG: SEQ ID NO: 11; 

GCTGAATTCG AAGACATCCC CGACACCAAG G 31 

(2) INFORMATION ZU SEG ID NO: 12: 

Oi SEQUENZCHaI^AKTERISTIKA: 
(A) LANGE. 42 Basenpaare 
iB) ART: Nukleinsaure 
iC) STRANGFORM Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(in ART DES MOLEKULS: cDNS 

(iiii HYPOTHETISCH: JA 

(nil ANTiSENSE: NEIN 



(XI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
TGCTCTAGAA AGCTTAAGTT CACTGGTCGT CAGCGTCGAG GG 42 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 

(j) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: EInzei 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS. cDNS 



(ill) HYPOTHETISCH: JA 
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(iii) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
CCGGAATTCG ATATCCAAGC GCGGGATCGG GCCTGTGCTC GAG 43 
(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZ CH^AKTERISTIKA: ^ 

(A) LANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETiSCH: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Aspergillus niger 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

lie Ser Lys Arg 
1 

4 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 15: 

(I) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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{in; HYPCTHETISCH: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS, inneres 

5 (VI) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS- Saccharomyces cerevisiae 

(XI) SEQUENZBESCHREiBUNG: SEQ ID NO. 15; 

Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala 
1 5 

i2] INFORMATION ZU SEG ID NO: 16" 

-5 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE; 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze! 
iD) TOPOLOGIE: linear 

2 0 

(iii ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii; HYPOTHETISCH: JA 
(ili) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

^ ^ ACTCGAGAAT TCACCATGAC TGGGCTGCGT CTTCTTCC 38 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
3 5 (A) LANGE: 41 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(ili) HYPOTHETISCH: JA 

5 

(iii) ANTISENSE; NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

10 

ACTAGAGCGG CC(35CTATCA CTGGTCGTCA GCGTCGAGGG C" ^ 41 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 18: 

- 5 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C; S'^RANGFGRM; Einzel 
(D) TOPOLOGIE; linear 

20 

(11) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iii) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

^ ^ ACTCGAGAAT TCGGGATCGG GCCTGTGCTC GACCTCACG 39 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 19: 

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
3 5 (A) LANGE: 14 Amlnosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE linear 
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(li) ART DBS MOLEKULS: Peptid 
Oil) HYPOTHETISCH: NE!N 
(v) ART DES FRAGMENTS; N-Terminus 



25 



(xi) SEQUEN2BESCHRE13UNG. SEG :D NO: 19. 

Gly lie Gly Pro Val Leu Asp Leu Thr lie Ser Arg Ala Val 
1 5 ' " 10 



30 



35 
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Patentanspruche 

1. DNS-Sequenz, die fur ein Protein mit Laccaseakt ivitat: ko- 
diert, dadurch gekennzeichnet , daS sie die DNS-Sequenz SEQ ID 
NC':1 ab Position 76 bis einschliefilich Position 1572 oder SSQ 
ID N0:2 ab Position 76 bis einschlie:llich Position 1572 oder 
eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie grc]3>er als 80 % zu 
den genannten DNS-Sequenzen urr.f ass:: . 

2. Expressionsvekccr , der eine DNS-Sequenz gerriaS Anspruch 1 
enthalt. ~ - 

3. Expressicnsvekccr na::h Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daJ^ er zusaczlich enthalt: einen Prcmccor/ der die Exoressicn 
des Laccasegens m emeT. Wirtsorganismus verrr.ittelt sowie fur 
den VJirt scrganisnus passende Signale fur die Transkrip- 

t ionsterminaticn, die funktionell nit dem 3 ' -Ende der DNS-Se- 
quenz gen^aS Anspruch 1 verknupft smd. 

4 . Expressionsvektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Promoter ausgewahlt ist aus der Gruppe tac-Promotor , 
Subtil is in- Promoter, GAL -Promoter, TAKA-Amylase- Promoter , Po- 
lyhedrin- Promoter , Glucoamylase Promoter, GAPDH- Prem.oter und 
Alkoholoxidase- Promoter . 

5. Expressionsvektor nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS er zusatzlich eine N-term^inale Signalsequenz 
enthalt . 

6. Expressionsvektor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daS die N-term.inale Signalsequenz die natiirliche im. Laccasegen 
enthaltene Signalsequenz ist oder ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe der Signalsequenzen der folgenden sekretierten Proteine: 
alpha -Cyclodextrin-Glucosyl transferase aus Klebsiella oxytoca , 
Subtilisin aus Bacillus subtilis, alpha-Faktor aus Saccharomy- 
ces cerevisiae, saure Phosphatase aus Pichia pastoris, alpha- 
Amylase aus Aspergillus niger oder Glucoamylase aus Aspergil- 
lus niger bzw. aus Aspergillus awamori . 
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Ma: ± 
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2 , 8 
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4/8 



5'AOXI Promotor 
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5/8 



— jf ■ ■ 



pH-Optimum 




0 1 — — 1 1 1 1 1 1 1 

2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 



pH 
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6/8 



Miiql B 



pH-Stabiiitat 



CO 




30 60 

min Vorincubation/45°C 



120 
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7/8 



Temperaturoptimum 

- ^ 




20 40 60 80 1 



Temperatur [°C] 
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8/8 



Temperaturstabilitat 
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I SEQl-ENCES AND THE USE THEREOF 
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' (54) Bczeichnung: DNS-SEQUENZEN. EXPRESSION DIESER DNS-SEQL-ENZEN. DLT^CH DIE DNS-SEQUENZEN KODIERTE 
THERMOPHILE LACCASEN SOWIE DEREN VERWENDLrNG 

1 57) Abstract 

^ Tlie invention relates to D.NA sequences which code tor protein.s with iaccase activity, comprising one of the DNA .sequences (SEQ 
ID NO:l. SEQ ID N0:2). The invention also relates to the expression of these DNA sequences, thermopile laccases coded by said 
DNA sequences and their use for delignifying cellulose, depolymerizing high-moIecular aggregates, delinking v^-aste paper, polymerising 
aromatic compounds in waste liquids, especially waste liquids from cellulose bleaching, oxidising colorants and activating colorants to 
produce pigments, and their u.se in organic synthesis in coupling reactions of aromatic compounds or the oxidation of aromatic side chains. 

(57) Zusammenfassung I 

Die Erfindung betriffi DNS-Sequenzen, die fiir Proteine mit Laccase-AktivitSt kodieren und cine dcr DNS-Scquenzen (SEQ ID NO' 1 
SEQ ID N0:2) umfassen. Die Erfindung benrifft femer die Expression diescr DNS-Sequenzen, die durch die DNS-Sequcnzen kodiertc 
thermophilen Laccascn sowie dcren Verwcndung fur die Dclignifizierung von Zclistoff. die Dcpoiymerisierung hochmolckularer Aggregate 
das Ueinking von Altpapier, die Polymerisierung aromatischer Verbindungen in Abwassem. vor allem von ligninhaitigen Abwassem aus 
aer Zellstoftbleichc, die Oxidation von Farbstoffen. bzw. die Aktivierung von Farbstoffen zur Pigmcntbildung, die Vcnvcndung in der 
organischen Synthesc bci Kopplungsrcaktionen von aromatischen Verbindungen oder der Oxidation aromatischer Seiicnketten 
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